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Abstract 

Use of collagen in the manufacture of a membrane. The invention concerns the use of collagen gel in the 
manufacture of an optionally crosslinked, transparent, biocompatible collagen membrane which can be 
sutured or stapled and is, preferably, rapidly resorbed, for use in surgery under peritoneoscopy, such as 
parietal surgery. The membrane is produced by drying the collagen gel in a non-toxic gaseous fluid such 
as air or nitrogen. The membrane enables the peritoneum to rapidly renew itself, thereby preventing post- 
operative adhesions. The surgeon inserts the membrane using a trocar with a diameter of 1 cm and it can 
be safely secured by stapling or suturing with the vessels being visible beneath it. 
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(§4) UTILISATION DE MEMBRANES COLLAGENIQUES COMME PROTHESES DE REGENERATION 
W PERITONEALE. 

(57) L'invention conceme I'utilisation de collagene pour la 
fafSncation d'une membrane. 

L'invention vise rutilisation de collagene eventuellement 
reticule pour la fabrication d'une membrane collagenique, 
tran spa rente, biocompatible, suturable ou agrafable, et re- 
sorbable, de preference a resorption relativement rapide, 
destinee a la chirurgie, de preference a la chirurgie sous 
coelioscopie, en particulier la chirurgie parietale. 

Grace a l'invention, le chirurgien peut introduire la mem- 
brane par un trocart de 1 cm de diametre, tout en voyant 
par transparence Ies vaisseaux sous la membrane, en per- 
mettant un agrafage ou une suture tout a fait suns. 
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L'invention concerne essentiellement l'utilisation de collagene pour la 
fabrication dune membrane transparente, biocompatible, suturable ou 

agrafable, et resorbable. 

Une telle membrane peut etre avantageusement utilisee en chirurgje 
parietale, de preference en chirurgie sous coelioscopie et en particulier pour 
remplacer temporairement le peritoine avant sa regeneration dans les zones 
de deperitonisation operatoire, et diminuer ainsi le risque d'adherences 
pathogenes. 

Dans le cadre de la presente description et des revendications, les 
termes "chirurgie parietale" signifient chirurgie de la paroi abdominale. 
D'autre part, dans le cadre de la description et des revendications, on entend 
par "membrane transparente" une membrane qui est transparente au moins 
au moment de l'utilisation dans les conditions d'utilisation. L'invention inclut 
en effet des membranes qui peuvent ne pas etre transparentes a 1'etat sec 
mais qui sont utilisees a 1'etat hydrate et au cours de cette hydratation clles 
acquierent une transparence qui permet de voir au travers suffisamment pour 
etre en mesure de l'agrafer ou de la suturer en evitant les zones defavorables 
telles que vaisseaux et nerfs. 

L'une des complications les plus frequentes, en chirurgie viscerale en 
particulier, est la formation d'adherences consecutives a des resections 
peritoneales. 

En effet, les zones de deperitonisation operatoire, qu'elles concernent 
le peritoine parietal ou le peritoine visceral, et qui sont parfois des zones de 
taille importante, sont le siege d'une activite inflammatoire et/ou cicatricielle 
qui conduit a un accolement anormal entre deux surfaces ou segments 
d'organes normalement separes. 

Les complications liees aux adherences post-operatoires peuvent etre 
d'une gravite variable. Ccrtaines sont trcs serieuses. En chirurgie 
abdominale par exemple, les adherences intraperitoneales peuvent 
provoquer des occlusions intestinales. En gynecologic les adherences 
peuvent etre cause de sterilite et sont parfois a l'origine de douleurs 
pelviennes, voire d'occlusions intestinales. 
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Un moyen deviter ou de diminuer le risque d'apparition de cc 
phenomene est d'intercaler, entre les tissus susceptibles de s'accoler, une 
plaque d'un produit resorbable, biocompatible, qui va separer physiquement 
les deux tissus en question, pendant une duree necessaire a la regeneration 
du peritoine, puis qui sera resorbee en induisant une reaction inflammatoire 
la plus discrete possible. 

Pour une utilisation en chirurgie coelioscopique, pratique de plus en 
plus courante compte tenu de ses nombreux avantages, la plaque evoquee 
ci-dessus doit de plus posseder des proprietes particulieres liees a son mode 
d'introduction et de Fixation dans l'organisme. 

Ainsi, la plaque doit etre aisement manipulable, cest-a-dire d'une 
souplesse telle qu'elle puisse etre roulee et passee dans un trocart d r environ 
1 cm de diametre, tout en etant en meme temps suffisamment rigide et 
possedant une memoire de forme telle qu elle s'etale facilement une fois 
introduite dans la cavite abdominale. 

Ensuite, elle doit pouvoir etre fixee par sutures ou plus souvent par 
agrafes, ce qui suppose une resistance suffisante au dechirement, ceci au 
moment de la fixation et pendant la duree de temps necessaire pour qu'elle 

soit rehabitee par les cellules de Thote. 

Elle doit etre egalement suffisamment resistante a la pression et a 
retirement pour pouvoir conserver son integrite pendant le temps necessaire 
a la reconstruction d f un nouveau peritoine, estime a quelques jours. 

II apparait que les matcriaux actuellement connus pour leur utilisation 
dans le domaine de la chirurgie viscerale ne repondent pas de fagon 
simultanee aux exigences enumerees ci-dessus. 

Par ailleurs, les inventeurs se sont pose pour la premiere fois le 
nouveau probleme technique de proposer une solution qui permette dc 
discemer les vaisseaux sanguins de la zone sur laquelle la membrane est 
placee, de faqon a pouvoir ainsi eviter ces vaisseaux lors de Tagrafage, ceci 
permettant deviter les hemorragies qui posent un probleme tout a fait 
crucial en chirurgie coelioscopique, et en particulier dans les zones de 
deperitonisation operatoire, cest-a-dire des zones ou lc peritoine a ete 
enleve. 
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L'invention propose done pour la premiere fois 1'utilisation d'une 
membrane transparente qui permet de resoudre ce nouveau probleme. 

Les materiaux actuellement connus dans le domaine de la chirurgie 
coelioscopique ou viscerale ne sont pas adaptes. 

II est tout d'abord connu une plaque forme d'un treillis de copolymere 
d'acide lactique et glycolique enduit de collagene et commercialise sous le 
nom de Treillis Vicryl Collagene® (Societe Ethicon®-Ethnor SA. 92200 
NEUILLY, France) mais qui n'est pas transparente et dont la resorption est 
lente, a savoir plusieurs semaines ou mois, ce qui peut etre tres defavorable 
en cas d'infections. 

Par ailleurs, le deposant a propose, dans le cadre de la demande de 
brevet FR-94 06995, une membrane collagenique anti-adherence non 
transparente et non adaptee pour une mise en place dans le cadre de la 
chirurgie coelioscopique, en particulier viscerale, du fait de ses proprietes 
adhesives. 

II est encore connu, par le Document FR-2.628.634 Bl, un patch de 
chirurgie viscerale realise a partir d'un biomateriau forme de deux couches 
de collagene superposees et associees intimement. II est indique que ce 
patch permet une bonne cicatrisation des visceres et qu'il est realise a partir 
d'un biomateriau qui se colle facilement. A la lecture des applications de ce 
patch, il apparait qu'il n est pas particulierement destine a la regeneration du 
peritoine, ni surtout aux interventions sous coelioscopie. De plus, les 
presents inventeurs ont decouvert que le patch decrit dans ce document 
presente une resistance mecanique relativement faible, en particulier une 
resistance faible au dechirement, ce qui engendrerait des risques de 
dechirure au niveau des sutures ou des agrafes et finalement un detachement 
de la plaque. 

Les presents inventeurs ont egalement decouvert que le patch selon 
ce dernier document serait d'un emploi inconfortable en chirurgie 
coelioscopique puisqu il a la particularity de se coller facilement et qu'il est 
souple, deux aspects qui sont contraires a la necessite pour le materiau de 
pouvoir s'etaler sans difficulte apres avoir ete roule et introduit dans un 
trocart. 
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Ainsi, la presente invention a pour but principal de fournir un 
nouveau materiau formant membrane ou plaque de chirurgie, 
particulierement adapte a la chirurgie coelioscopique, de preference 
utilisable dans la chirurgie parietale en etant particulierement adapte a la 
regeneration du peritoine, qui soit en outre biocompatible, ayant une bonne 
resistance mecanique pour permettre une fixation par sutures ou agrafes, 
aisement manipulable dans les conditions de la chirurgie sous coelioscopie. 

La presente invention a encore pour but de resoudre le nouveau 
probleme technique de la fourniture dun nouveau materiau formant 
membrane ou plaque de chirurgie, en particulier pour la chirurgie parietale, 
de preference en chirurgie sous coelioscopie, qui soit transparent afin de 
permettre au chirurgien de discerner les vaisseaux sanguins de la zone sur 
laquelle la membrane ou plaque est placee, de faqon a pouvoir ainsi eviter 
ces vaisseaux lors de I'agrafage, ceci permettant d'eviter les hemorragies qui 
posent un probleme tout a fait crucial en chirurgie, et en particulier en 
chirurgie coelioscopique et notamment en chirurgie parietale. 

La presente invention a encore pour but de fournir un materiau qui 
evite la formation des adherences post-operatoires et qui soit en outre 
particulierement adapte pour permettre une regeneration du peritoine. 

La presente invention a encore pour but d'accelerer la regeneration du 
peritoine. 

II a ete decouvert de faqon tout a fait inattendue pour lTiomme de Tart 
que Tutilisation de collagene eventuellement reticule par un agent de 
reticulation du type decrit dans le document precedent du deposant 
WO93/02718 permettait de resoudre completement les problemes 
techniques enonces ci-dessus, de maniere fiable et reproductible, utilisable 
a Techelle industrielle et medicale, a un cout raisonnable. 

Ainsi, la presente invention concerne une nouvelle utilisation de 
collagene eventuellement reticule pour la fabrication d'une membrane 
collagenique transparente, biocompatible, suturable ou agrafable, et 
resorbable. 

Dans le cadre de l utilisation antericure du deposant decrite dans le 
document WO93/02718, l utilisation concernait la regeneration tissulaire 
guidee en parodontologie. Dans 1c cadre de cette utilisation anterieure, la 
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membrane devait presenter une resorption lente et etait de ce fait preparee a 

partir de collagene reticule. 

II est egalement appani que le patch decrit dans le document FR- 
2.628.634 Bl presente une resistance mecanique faible car il est consume 
d'un film de collagene ou de gelatine obtenu pax collage d'une solution sur 
du collagene fibreux, ce qui entraine une redissolution partielle dc ce 
collagene fibreux et qui resulte en un materiau presentant une resistance 
mecanique relativemcnt faible. 

Dans le cadre de la nouvelle utilisation objet de la presente invention, 
il est avantageux que la resorption soil relativement rapide, c'est-a-dire 
qu'elle ait lieu dans un delai inferieur a trois mois. En outre, les membranes 
de l'invention doivent permettre une regeneration rapide en chirurgie 
coelioscopique, et en particulier une regeneration rapide du peritoine. 

Ainsi, la presente invention conceme l'utilisation de collagene 
eventuellement reticule par un agent de reticulation, pour la fabrication 
d'une membrane collagenique, transparente, biocompatible, sururable ou 
agrafable, et resorbable, de preference a resorption relativemcnt rapide, 
destinee a la regeneration du peritoine, utilisable en chirurgie parietale, de 
preference en chirurgie sous coelioscopie, ladite membrane etant obtenuc 
par sechage par tout moyen approprie de sechage. Ce sechage peut etre 
realise avantageusement a 1'air ou encore par lyophilisation selon des 
procedures bien connues a 1'homme de Tart. De preference, la lyophilisation 
est suivie d'une compression. 

Selon un mode de realisation avantageux, la presente invention 
prevoit encore que ladite membrane collagenique puisse etre associee a un 
treillis synthetique resorbable ou non, biocompatible, suturable ou agrafable 
et dont le maillage soit tel que l'on puisse voir au travers. 

Le produit ainsi forme peut alors etre utilise pour les refections de la 
paroi abdominale, permettant d'associer l'avantage de la membrane 
collagenique quant a sa propricte de regeneration du peritoine et de 
prevention des adherences et celui du treillis synthetique quant a sa 
resistance mecanique temporaire ou non. Le produit ainsi forme pouna done 
etre utilise pour les cures d'eventration et de hemie. 
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Avantageusement, Tinvention prevoit l'utilisation de collagene 
eventuellement reticule par un agent de reticulation pour la fabrication d'une 
membrane, caracterisee en ce quelle comprend soit du collagene 
eventuellement reticule a partir d un collagene de depart eventuellement 

5 coagule par suite d'une coagulation d'un gel de collagene par un agent 
coagulant, soit se presente sous forme d'une membrane mixte comprenant 
une eponge de collagene, sur laquelle a ete coule un gel de collagene, 
I'ensemble etant eventuellement reticule et la membrane etant obtenue par 
sechage et notamment selon les methodes de sechage decrites ci-dessus. 

10 Selon un mode de realisation particulier de 1'invention dans le cadre 

d'une utilisation de la membrane en chirurgie parietale, le collagene nest pas 
reticule. Selon un autre mode de realisation, le collagene presente un taux de 
reticulation relativement faible. Par taux de reticulation relativement faible, 
on entend que le taux de reticulation est tel qu'il apparait une augmentation 

15 inferieure a 20*C, de preference inferieure a 15*C, de la temperature de 
denaturation du collagene par rapport au collagene natif de depart non 
soumis a la reticulation. 

L'agent de reticulation peut etre choisi parmi tout agent de 
reticulation de collagene connu. II pcut par exemple s'agir d*une aldehyde 

20 cornme une dialdehyde, en particulier la glutaraldehyde. Mais, de 
preference, lagent de reticulation est constitue par le diphenyl- 
phosphorylazide (en abrege, DPPA). Contrairement a la plupart des autres 
agents reticulars, le DPPA induit la reticulation et ne se fixe pas sur le 
materiau. 

25 Le procede de reticulation lui-meme est bien connu a lliomme de 

Tart. Pour un procede de reticulation par le DPPA, on peut se reporter a une 
autre demande anterieure du deposant publiee sous le No. FR-A-2.645.870, 
qui est incorporee ici par reference. 

Comme collagene, on peut utiliser du collagene natif, en particulier 

30 de type I ou de type III. 

Selon une variante de realisation particuliere, on peut aussi utiliser de 
l'atelocollagene, bien que cela soit moins prefere. 
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Selon un autre mode de realisation particulier, on utilise un melange 
de collagene ou atelocollagene etde glycosaminoglycanne, ce melange etant 
eventuellement reticule par l'agent de reticulation. 

Selon une variante de realisation particulierement avanUgeuse de 
1'utilisation selon 1'invention, on peut fabriquer une membrane mixte 
comprenant une eponge de collagene sur laquelle a etc coule un gel de 
collagene avant sechage de Tensemble selon les techniques de sechage 
precedemment decrites. L'ensemblc peut eventuellement etre reticule apres 
ce sechage, puis a nouveau soumis a une etape de sechage comme 
precedemment decrit, apres cette reticulation. 

II est a noter que l'eponge de collagene peut etre realisee a paitir de 
collagene natif, en particulier de type I ou de type III, ou a partir 
d'atelocollagene, ou a partir de collagene ou d'atelocollagene melanges a un 
glycosaminoglycanne. Selon une variante de realisation avantageuse, il est 
prefere que, dans le cas dun melange collagene ou atelocollagene- 
glycosaminoglycanne, le melange soil neutralise avant d'etre lyophilise pour 

obtenir ladite eponge. 

Selon une autre variante de realisation avantageuse de I'invention, 
l'eponge obtenue suite a la lyophilisation precitee peut etre comprimee sous 
pression, en particulier sous une pression d'au moins 100 bars, encore mieux 
d'au moins 150 bars, par exemple d'environ 200 bars, avant de proceder au 
coulage du gel de collagene et a son sechage selon les procedures de 
sechage precedemment decrites. 

Dans le cadre de Invention, la membrane obtenue est transparente. 
Celle-ci reste transparente dans de larges limites d'epaisseur. De preference, 
l'epaisseur de la membrane est comprise entre 0,05 millimetre 
(50 micrometres) et 1 millimetre, de preference entre 0,1 millimetre et 
Op millimetre (500 micrometres), la limite infericurc etant preferee en 
raison du fait que cette epaisseur minimale permet d'obtenir une resistance 
mecanique suffisantc pour etre agrafee ou suturee sans dechirement. 
L'epaisseur maximalc est preferee pour maintenir la membrane transparente, 
ainsi que pour permettre a la membrane d'etre roulee sans difficulte, 
introduite dans un trocan et deroulec encore sans difficulte sur la zone de 
fixation. 
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Selon une variante de realisation particuliere de Invention, la 
membrane precitee peut etre poreuse, notamment en ayant ete preparee par 
une etape de lyophilisation a partir dun gel de depart. 

Dans le cadre de l'invention, on peut utiliser comme glycosamino- 
glycanne un glycosaminoglycanne de structure, en particulier 1'acide 
hyaluronique, le chondroitine-4-sulfate, le chondroitine-6-sulfate, le 
dermatane-sulfate, I'heparane-sulfate, le keratane-sulfate, ITieparine et scs 
derives, en particulier les heparines de bas poids moleculaire compris entre 
environ 2 000 et environ 10 000. 

La proportion relative de glycosaminoglycanne relativement au 
collagene ou a l'atelocollagene est de preference comprise entre 18 et 25% 
en poids. 

Le melange du glycosaminoglycanne avec le collagene ou 
Tatelocollagene a lieu sous forme de solution. Par exemple, le 
glycosaminoglycanne est sous forme d'une solution aqueuse de 
glycosaminoglycanne contenant de 0,5 a 4% en poids, plus particulierement 
de 0,5 a 2% en poids, et encore de preference environ 1% en poids de 
glycosaminoglycanne. De meme, le collagene ou ratelocollagene peut etre 
sous forme d'une solution aqueuse ayant une concentration entre 03 et 2% 
en poids, et encore de preference entre 0,4 et 0,8% en poids de collagene ou 
d'atelocollagene. La solution de collagene ou d'atelocollagene peut etre 
preparee selon l'invention par dissolution de fibres de collagene ou 
d'atelocollagene dans une solution aqueuse legerement acide. En particulier, 
il peut s'agir d'une solution aqueuse d'acide acetique 0,1 M. 

On peut prevoir damener le melange de collagene, ou 
d'atelocollagene, et de glycosaminoglycanne a un pH voisin de la neutralite 
et en particulier a un pH compris entre 6,5 et 8. On peut utiliser a cet effet 
une solution aqueuse d'hydroxyde de sodium. 

Selon une autre variante de realisation avantageuse de rinvention, on 
peut utiliser un collagene dc depart a Tetat coagule par suite d'une 
coagulation d*un gel de collagene par un agent coagulant comme decrit dans 
la demande precedente du deposant WO93/0718 Dans ce cadre, on realise 
la coagulation du gel par un agent coagulant comprenant une solution 
ammoniacale ayant de preference un effet deshydratant. Une telle solution 
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ammoniacale deshydratante est une solution ammoniacale organiquc 
utilisant de l'acetone comme agent deshydratant. II se produit un effet dc 
synergie par la combinaison acetone/am moniaque pour la coagulation du gel 
et pour l'eliminalion de l'eau presente dans le gel. 

On prefere avantageusement une proportion relative 
acetone/ammoniaque comprise entre 50/50 et 80/20 en volume, une 
proportion volumique encore particulierement preferee etanl de 70/30 
d'acctone/ammoniaque. 

Dans le cas oil les quantites de gel a coaguler sont relativement 
importantes, on realise un renouvellement de la solution coagulante en cours 
de coagulation. 

Selon une variante de realisation particuliere, le gel peut etre coule a 
travers une filiere de section et de forme appropriees pour obtenir un gel 
coagule de forme appropriee. Lorsque la section de la filiere est 
rectangulaire, on obtient ainsi un film qui, par la suite, va constituer la 

membrane par sechage. 

Le gel coagule obtenu peut ensuite etre soumis a une reticulation par 
l'agent de reticulation precite en reglant le degre de reticulation de 
preference pour permettre une resorption relativement rapide, comme 

precedemment decrit. 

Selon encore une autre variante avantageuse de l'invention, on peut 
utiliser un gel de collagene ou d'atelocollagene, eventuellement melange a 
un glycosaminoglycanne, coule sur le treillis synthetique precite, resorbable 
ou non, ou coule dans un recipient et sur lequel sera depose ledit treillis ou 
coule de part et d'autre du treillis. 

On notera que dans le cas ou la membrane collagcniquc a etc 
preparee par lyophilisation, de preference suivie d'une compression, il suffit 
d'hvdrater cetlc membrane pendant quclqucs secondes dans l'eau ou dans du 
serum phvsiologique par exemple pour qu'elle acquiert une transparence qui 
permette de discerner, lors de l agrafage ou de la suture, les zones a eviter 

telles que vaisseaux, nerfs. 

Selon un deuxieme aspect, l'invention couvre egalement une 
membrane de chirurgie parietale, en particulier de chinirgie sous 
coelioscopie, transparente, biocompatible, suturable ou agrafable, a 
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resorption relativement rapide, caractcrisee en ce que ladite membrane 
comprend soit un collagene de depart eventueilement coagule a partir d'un 
collagene de depart eventueilement coagule par suite d'une coagulation d'un 
gel de collagene par un agent coagulant, soit se presente sous forme d'une 
membrane mixte comprenant une eponge de collagene sur laquelle a ete 
coule un gel de collagene, l'ensemble etant eventueilement reticule et la 
membrane etant obtenue par sechage par tout moyen de sechage approprie, 
en particulier a 1'air, ou par lyophilisation, eventuellemenet suivie d'une 
compression, ladite membrane etant transparente et presentant 
eventueilement un taux de reticulation relativement faible pour pennettre 
une Vitesse de resorption relativement rapide. 

Selon une variante de realisation avantageuse, cette membrane est 
associee a un treillis synthetique resorbable ou non, biocompatible, 
suturable ou agrafable et dont le maillage soit tel que Ton puisse voir au 
travers. 

Des variantes de realisation de cette membrane resultent de la 
description precedentc relativement au premier aspect de Tinvention. 

Selon un troisieme aspect, la presente invention couvre egalement un 
procede de traitement chirurgical selon lequel on introduit sous coelioscopie 
dans le corps du patient ayant besoin de ladite chirurgie, une membrane de 
chirurgie transparente, biocompatible, suturable ou agrafable, a resorbtion 
relativement lente, telle que precedemment decrite en disposant une face de 
la membrane collagenique contre la paroi operee oil la membrane adhere 
spontanement, en prenant soin d'eviter les zones a vaisseaux et nerfs en 
jouant sur la transparence de la membrane, puis on agrafe ladite membrane 
sur la paroi a l'aide d une pince pour agrafage sous coelioscopie. 

Selon une variante de realisation avantageuse du procede de 
traitement, la membrane est introduitc dans la cavite abdominale apres 
deperitonisation prealable de la zone impliquee de la cavitee abdominale 
selon une technique classique de chirurgie sous coelioscopie par 
Tintermediaire d un trocart dans lequel la membrane est enroulee sur elle 
meme apres avoir ete prcalablement sterilisee par radiation y puis hydratee 
par trempage dans une solution de scrum physiologique pendant quelques 
secondes 
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D'autres caracteristiques du procede de traitement apparaitront 
egalement clairement a I'homme de l'art a partir de la description 
precedemment et de la description suivante qui va etre realisee, comme cela 
est apparent a I'homme de l'art. 

On comprend ainsi que 1'invention permet d'aboutir a tous les 
avantages techniques determinants precedemment enonces ainsi qu'aux 
avantages techniques qui apparaitront a I'homme de l'art a partir de la 
description explicative suivante de 1'invention faite en reference a trois 
modes de realisation actuellement preferes de 1'invention, donnes 
simplement a titre d'illustration et qui ne sauraient done en aucune facon 
limiter la portee de 1'invention. Dans les Exemples, les pourcentages sont 
donnes en poids, sauf indication contraire. 

Exemple 1 : 

Preparation d'une membrane de collagene simple 

a - Fvir^rtinn dn collapene natif et preparation d u gel 

Un gel est prepare a partir de peaux de veaux prealablement lavees et 
epilees par un melange de chaux-sulfure (chaux : 4%, sulfure de sodium : 

3%). 

Elle est ensuite dechaulee dans un bain contenant du chlorure 
d'ammonium (2%) et du metabisulfite de sodium (0,5%). Elle est ensuite 
neutralisee, puis les sels sont elimines par deux lavages a l'eau. Elle est alors 
broyee, puis lavee par du tampon phosphate pH 7,8 (dihydrogenophosphate 
de potassium 0,78 g/1 et monohydrogenophosphate disodique 21,7 g/1). Le 
phosphate est ensuite elimine par deux lavages successifs a l'eau permutee. 

Le broyat est alors acidifie par une solution d'acide acetique a 10%, la 
quantite d'acide acetique etant dc 5% par rapport au collagene. Le broyat est 
alors malaxe afin d'obtenir une pate homogene. Cette pate est ensuite diluec 
pour obtenir un gel ayant une concentration de 0,75% en collagene natif. 
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B - Preparation du film 

Le eel obtenu est degaze sous vide puis coule dans un bain coagulant 
a travers une filiere rectangulaire dont la section a une hauteur de 03 nun. 
La solution coagulante est un melange acetone/ ammoniaque (V/V 70/30) 
qui est renouvele tous les 250 ml de gel 

Le film obtenu est alors seche a Tair a temperature ambiante sur un 
support plastique en polytetrafluoroethylene. Une fois sec, le film est 
aisement decolle de son support. 

Le film est alors place dans une solution de glycerol a 10%. II est 
ensuite seche a l air et sterilise par radiation y a une dose de 25 kGy 
(kiloGrav). La membrane obtenue est ainsi transparente et aisement 
agrafable ou suturable. 

Exemple 11 

Preparation d'une membrane mixte de collagene 
glycosaminoglycanne reticule 

A - Extraction du collagene natif et prep aration du eel 

Un gel est prepare a partir de peaux de veaux prealablement lavees et 
epilees par un melange de chaux-sulfure (chaux : 4%, sulfure de sodium : 

3%). 

Elle est ensuite dechaulee dans un bain contenant du chlorure 
d'ammonium (2%) et du metabisulfile de sodium (0,5%). Elle est ensuite 
neutralisee, puis les sels sont elimines par deux lavages a l'eau. Elle est alors 
broyee, puis lavee par du tampon phosphate pH 7,8 (dihydrogenophosphate 
de potassium 0,78 g/1 et monohydrogenophosphate disodique 21,7 g/1). Le 
phosphate est ensuite elimine par deux lavages successifs a l'eau permutee. 

Le broyat est alors acidifie par une solution d'acide acetique a 10%, la 
quantite d'acide acetique ctant de 5% par rapport au collagene. Le broyat est 
alors malaxe afin d'obtenir une pate homogene. Cette pate est ensuite diluee 
pour obtenir un gel ayant une concentration de 0,75% cn collagene natif. 

B - Preparation du chondroitinc-4-sulfate 

Des cloisons nasales d'agneau debarrassees des tissus musculaires et 
adipeux sont hachees et broyees par extrusion a travers une grille 
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comportant des trous de 4 mm ; lc broyat est place pendant 24 h a une 
temperature de 6*C dans une tampon de chlorure de potassium (11,8 g/1 de 
KCL, 78,8 mg/1 de cysteine, ETDA 180 mg/1) renfermant 1% de papaine 
"MERCK". La proportion etant de 130 g de broyat pour 1 1 de tampon. 

Le sumageant est separe du culot par centrifugation en continu a 
l'aide d'une decanteuse tournant a 400 tr/min. Au sumageant, sont alors 
ajoutes 40 g/1 d'acide trichloracetique. Le precipite est elimine pax 
centrifugation cn continu selon la technique precedente. Le sumageant est 
neutralise a l'aide de soude en pastilles. Le melange est alors dialyse contre 
de l'eau desionisee et sterile a l'aide de boyaux dont le seuil de coupure est 
compns entre 6000 et 8000 daltons. La solution dialysee est lyophilisee. Le 
chondroitine-4-sulfate est obtenu a 1'etat sec. 

C - Preparation de l'eponge collagene chondr oitine-4-sulfate 

A 1 1 de gel a 0,75% de collagene, est ajoute 1,87 g de chondroitine- 
4-sulfate. Apres neutralisation, le melange est agite puis lyophilise. 
L'eponge obtenue est pressee pendant 15 s sous une pression de 150 bars. 

D - Preparation de la membrane mixte 

Le gel de collagene a 1% est coule sur l'eponge comprimee a l'aide 
d une filiere dont la section a une hauteur de 0,3 cm. 10 ml de gel sont 
deposes sur 35 cm- d'eponge. La membrane ainsi realisee est sechee a 1'air 
libre. 

E - Reticulation chimique de la m embrane 

La membrane sechee est incubee pendant 24 h a 4"C dans une 
solution de DMF contenant du DPPA a raison de 5 microlitres dans 25 
millilitres de DMF pour 1 g de produit sec. Le DPPA est elimine de la 
membrane par rincage dans une solution de tampon borate pH 8,9 
(tetraborate de sodium 0,04M , acidc borique 0,04M) puis rincee 5 fois a 
l'eau desionisee avant d'etre placce dans unc solution aqueuse de glycerol a 
10%. 

La membrane est ensuite sechee a l air et sterilisee par radiation y a 
une dose de 25 kGy (kiloGray). 



14 



2724563 



Les membranes scion invention ainsi preparees sont transparentes, 
agrafables ou suturables. Elles peuvent etre utilisces de preference en unc 
epaisseur comprise entre 0,1 millimetre et 1 millimetre comme membranes 
ou plaques dc chirurgie, de preference de chirurgie sous coelioscopie, en 
5 particulier de chirurgie parietale. 

Dans le cadre de rinvention, les membranes peuvent etre fabriquees 
sous forme de plaques ayant diverses tallies. Generalement, la dimension 
des membranes ou plaques sera comprise, pour les applications envisagees, 
entre 3 x 3 et 30 x 30 cm. Toutefois, il est encore possible et preferable que 
10 la plaque soit recoupee au moment de son utilisation, en fonction de la taille 
de la zone deperitonisee. 

II est a noter que les plaques fabriquees selon cet Exemple II 
presentent les proprietes mecaniques suivantes avant et apres reticulation, 
ces plaques presentant une epaisseur de 0,2 mm environ : 

15 

Avant reticulation : 

- resistance a la rupture : 0,22 ^ 0,10 daN 

- resistance a la dechirure : 0,1 1 ± 0,04 daN 

20 Apres reticulation : 

- resistance a la rupture : 0,49 rt 0,08 daN 

- resistance a la dechirure : 0,26 ^ 0,01 daN. 

II est a noter que, dans le cas de la preparation d'une membrane 
mixte, il est prcfere de realiser une reticulation car cette reticulation pcrmet 
25 de renforcer la cohesion entre la partie eponge, preparee selon la partie C de 
l'Exemplc II, et la partie film, preparee selon la partie D de lTExemple II. 

Ainsi, cette reticulation a pour effet d'ameliorer la resistance 
mecanique. La reticulation permet aussi de regler la duree de resorption. 

On peut par exemple utiliser une membrane de forme carree ayant 
30 une dimension de 15 x 15 cm par exemple pour former un cylindre 
susceptible de passer dans un trocart de 1 cm de diametre et de s'etaler 
facilement une fois introduce dans la cavitc abdominale. 

Ces membranes ou plaques ont ete utilisees en chirurgie 
conformement a TExemple ci-apres. 
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Exemple 111 

Utilisation des membranes selon I'invention en chirurgie 
sous coelioscopie pour la regeneration du peritoine 

Des membranes sous forme de plaques carrees de 5 x 5 cm de cote 
telles qu'obtenues aux Exemples 1 et 11 ci-dessus, c'est-a-dire a l'etat sec, 
sterilisees par radiations y, sont tout d'abord hydratees par trempage dans 
une solution de serum physiologiquc pendant quclqucs secondes, puis elles 
sont enroulees sur elles-memes de facon a pouvoir les faire passer dans un 
trocart d'l cm de diametre environ. Elles sont introduites dans la cavite 
abdominale selon une technique classique de chirurgie sous coelioscopie par 
l'intermediaire de ce trocart de 1 cm de diametre. Puis elles sont etalees 
aisement a l'aide d'instruments classiquement utilises en chirurgie 
coelioscopique. Les plaques sont placees contre la paroi abdominale, apres 
deperitonisation prealable de la zone. Les plaques adherent spontanement 
sur les zones ou elles ont ete deposees. En outre, etant donne qu'elles sont 
transparentes, l'agrafage en est particulierement aisc. Les membranes ou 
plaques sont agrafees avec des agrafes en titane a l'aide d'une pince pour 
agrafage sous coelioscopie. Les zones-temoins ont ete deperitonisees mais 
n'ont pas recu de membrane, a titre comparatif. 

^experimentation a ete realisee sur trois pores, chacun ayant recii 
plusieurs membranes sous forme de plaques carrees de 5 x 5 cm ci-dessus 
decrites. Plusieurs zones-temoins ont egalement ete realisees dans le 
peritoine. 

Les animaux sont sacrifies apres des delais de 1 semaine, 5 semaines 
et 3 mois. 

Des controles coclioscopiques ont ete effectues dans ces memes 
delais, avant le sacrifice, de facon a pouvoir juger du comportement des 
membranes ou plaques en situation. Ces controles ainsi que les examens 
effectues a l'autopsie ont montrc 

- L'absence d'adherences, 

- La recencration rapide du peritoine puisque, des le premier delai (1 
semaine), les membranes sont deja recouvcrtes par une fine pellicule de 
tissu. 
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- Apres 5 semaines, la resorption des plaques est tres avancee, les 
adherences sont toujours absentes, l'implant est apparemment complement 
recouvert par un peritoine neo-forme. 

- Apres trois mois, les zones implantees sont difficiles a reperer. Les 
membranes ou plaques ont totalement disparu ou ne persistent qu'a 1'etat dc 
traces, le peritoine present sur le site d'implantation presentant un aspect 
normal. 

- II est a remarquer qu f il n'a pas etc note de differences majeures 
entre les plaques obtenues a l'Exemplc I et celles obtenues a FExemple II, 
dans les conditions de Tessai. 

- En revanche, dans les zones-temoins, les zones depentonisees qui 
n'ont pas ete recouvertes d'une membrane ou plaque sont le siege 
d'adherences qui persistent pendant toute la duree de l'experimentation. 

Exemple IV : 

Preparation d'une membrane de collagene seche 
a 1'air associee a un treillis synthetique 

A - Fytraction du collagene na tif et preparation du eel 

Ces phases sont realisees conformement a celles decrites au 
paragraphe A des exemples I et II ci-dessus 

B - Preparation de la membrane collapeniq ue associce au treillis 

Le gel obtenu est degaze sous vide, puis une couche de gel cfenviron 
0,5 cm d'epaisseur est deposee sur un treillis synthetique transparent depose 
dans un recipient, ledit treillis synthetique biocompatible etant disponible 
dans le commerce etant realise cn fibres de polymere synthetique ayant un 
diametre de 100 ^ dcfinissant ainsi des pores de diametre 263 ft environ. 

Apres sechage a l air, on obtient une membrane continue de collagene 
d'environ 200 micrometres d r epaisseur a la surface du treillis synthetique. 

Le materiau obtenu est sterilise par radiation y a une dose de 25 kGy. 
La membrane obtenue est ainsi transparente et aisement suturable ou 
agrafable. 



17 



2724563 



Excmple V 

Preparation d'une membrane de collagene lyophilise, 
compresse associee a un treillis synthetique 

A - FYtrartion du coll a gene natif et preparation du gel 

Ces phases correspondent a celles decrites au paragraphe A dcs 
exemples I et II ci-dessus. 

B - Preparation de la membrane de collapene Iv ophilise. compresse associe 
au treillis 

Sur une couche de gel d'environ 0,5 cm d'epaisseur est depose un 
treillis synthetique identique a celui de 1'Exemple IV. L'ensemble est 
lyophilise et reticule physiquement par chauffage pendant 6 h a 110*C sous 
une pression de 450/^bars. 

Le produit resultant est compresse a chaud, par excmple a 55 # C 
pendant 15 secondes sous une pression de 200 bars. 

Le materiau obtenu est sterilise par radiation y a une dose de 25 kGy. 

Le materiau est une membrane collagenique opaque recouverte d'un 
treillis synthetique sur Tune de ses faces. Apres hydratation pendant 
quelques secondes, dans l eau ou dans du serum physiologique par exemple, 
le materiau acquiert une transparente suffisante pour etre en mesure de 
Tagrafer ou de le suturer en evitant les zones defavorables telles que 
vaisseaux et nerfs. 

Exemple VI 

Utilisation des membranes selon Tinvention associees a un treillis 
synthetique pour la regeneration du peritoine dans les cas 
de refection de paroi en chirurgie sous coelioscopie 

Des membranes associees a un treillis synthetique sous forme de 
plaques carrees de 5 x 5 cm de cote telles qu obtenues a Fexemple IV ci- 
dessus ainsi que des plaques de treillis synthetiques identiques a celui de 
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ITixemple IV seules sont implantees sous coelioscopie chez le pore selon 1c 
protocole experimental decrit a l'exemple III ci-dessus. 

Les plaques formees par l'association de membranes collageniques 
associees a un treillis synthetique sont implanteees face collagenique cn 

5 regard des visceres. 

Les controles coelioscopiques effectues avant le sacrifice ainsi que 
les examens effectues a Tautopsie ont montre que : 

a - Apres I semaine d'implantation : 
10 - la membrane collagenique constitue une zone de clivage pennettant la 
liberation des eventuelles adherences post-operatoires precoces qui peuvent 
se former ; 

- l'absence de membrane collagenique (treillis seul) se traduit par la 
formation d'adherences beaucoup plus difficiles a liberer. 

15 

b - Apres 5 et 12 semaines d'implantation : 

- la membrane collagenique associee au treillis s est resorbee, sa resorption 
s'etant accompagnee de la liberation spontanee des eventuelles adherences 
qui avaient ete observees au delai anterieur et d'une parfaite reperitonisation 

20 du site implante ; 

- certains sites ay ant requ le treillis seul sont encore le siege, au moins 
partiellement, d'adherences persistantes. 

Ainsi, l'invention permet bien de favoriser la regeneration du 
peritoine et la prevention des adherences post-operatoires. 

25 Ainsi, l'invention permet bien de resoudre l'ensemble des problemes 

techniques precedemment enonces, en fournissant une nouvelle membrane 
transparente collagenique pour la chirurgie sous coelioscopie, aisement 
agrafable ou suturable et particulierement utile dans la chirurgie viscerale, 
en particulier pour une regeneration rapide du peritoine. 

30 L'invention comprend naturcllement tous les moyens constituant des 

equivalents techniques des moyens decrits ainsi que leurs diverses 
combinaisons 
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R F VF.N D 1 C ATI ON S 

1. Utilisation de collagene eventuellement reticule par un agent de 
reticulation, pour la fabrication d'une membrane collagenique, transparente, 
biocompatible, suturable ou agrafable, et resorbable, de preference a 
resorption relativement rapide, destinee a la chinirgie, de preference a la 
chimrgie sous coelioscopie, en particulier la chinirgie parietale, laditc 
membrane etant obtenue par sechage par tout moyen de sechage approprie, 
en particulier par sechage a lair ou par lyophilisation eventuellement suivie 
d'une compression 

2. Utilisation selon la revendication 1, caracterisee en ce que la 
membrane precitee comprend soit du collagene eventuellement reticule a 
partir d'un collagene de depart eventuellement coagule par suite d'une 
coagulation d'un gel de collagene par un agent coagulant, soit se presente 
sous forme d'une membrane mixte comprenant une eponge de collagene, sur 
laquelle a ete coule un gel de collagene l'ensemble etant eventuellement 
reticule et la membrane etant obtenue par sechage precite. 

3. Utilisation selon la revendication 1 ou 2, caracterisee en ce que le 
collagene est reticule et presente un taux de reticulation relativement faible. 

4. Utilisation selon la revendication 3, caracterisee en ce que le taux 
de reticulation est tel qu'il apparait une augmentation inferieure a 20*C, de 
preference inferieure a 15*C, de la temperature de denaturation du collagene 
par rapport au collagene natif de depart non soumis a la reticulation. 

5. Utilisation selon la revendication 3 ou 4, caracterisee en ce que la 
reticulation est realisee avec un agent de reticulation choisi parmi le groupe 
consistant d'une aldehyde cn particulier la glutaraldehydc, et le diphenyl- 
phosphorylazide, de preference le diphcnylphosphorylazide. 

6 Utilisation scion Tunc des revendications precedentes, caracterisee 
en ce qu on utilise du collagene natif. cn particulier de type I ou de type III, 
de l'atelocollagcne, ou un melange de collagene ou atelocollagene et de 
glycosaminoglvcanne, ce melange etant eventuellement reticule par 1'agent 
de reticulation. 
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7. Utilisation selon la revcndication 6, caracterisee en ce que le 
melange collagene ou atelocollagene-glycosaminogiycanne est neutralise 
avant d'etre lyophilise pour obtcnir ladite eponge. 

8. Utilisation selon Tune dcs rcvendications prccedcntes, caracterisee 
en ce que 1'eponge precitce peut etre comprimee sous pression, en particulicr 
sous une pression d'au moins 100 bars, encore mieux d'au moins 150 bars, 
par exemple d'environ 200 bars, avant de proceder eventuellement au 
coulage du gel de collagene et a son sechage precite. 

9. Utilisation selon l'une des revendications precedentes, caracterisee 
en ce que la membrane precitee presente une cpaisseur comprise entre 
0,05 millimetre et 1 millimetre, de preference entre 0,1 millimetre et 
0,5 millimetre. 

10. Utilisation selon l'une des revendications 6 a 9, caracterisee en cc 
que la proportion relative de glycosaminoglycanne relativement au 
collagene ou a latelocollagene est comprise entre 18 et 25% en poids. 

11. Utilisation selon l'une des revendications 6 a 10, caracterisee en 
ce que le glycosaminoglycanne precite est choisi parmi un glycosamino- 
glycanne de structure, en particulier l'acide hyaluronique, le chondroitine- 
4-sulfate, le chondroitine-6-sulfate, le dermatane-sulfate, lTieparane- 
sulfate, le keratane-sulfate, l'heparine et ses derives, en particulier les 
heparines de bas poids moleculaire compris entre environ 2 000 et environ 
10 000. 

12. Utilisation selon l'une des revendications 6 a 11, caracterisee en 
ce que le melange du glycosaminoglycanne avee le collagene ou latelo- 
collagene a lieu sous forme de solution, le glycosaminoglycanne etant par 
exemple sous forme dune solution aqueuse de glycosaminoglycanne 
contenant de 0,5 a 4% en poids, plus particulierement de 0,5 a 2% en poids, 
ct encore de preference environ 1 % en poids de glycosaminoglycanne ; le 
collagene ou I'atelocollagene peut etre sous forme d'une solution aqueuse 
avant une concentration entre 0,3 et 2% en poids, et encore de preference 
entre 0,4 et 0.8^ en poids de collagene ou d'atelocollagene. 

13. Utilisation scion l'une des rcvendications 1 a 12, caracterisee en 
ce que le sechage de la membrane est realise a l'air. 
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14. Utilisation selon 1'une des revendications 1 a 13, caracterisee en 
ce que la membrane collagenique est associee a un treillis synthetique 
resorbable ou non, biocompatible, sururable ou agrafabie et dont le maillage 
soit tel que Ton puisse voir au travers. 

5 15. Membrane de chimrgje parietale, en particulier sous coelioscopie, 

transparente, biocompatible, sururable ou agrafabie, a resorption 
relativement rapide, caracterisee en ce ladite membrane comprend soit un 
collagene eventuellement reticule a partir d'un collagene de depart 
eventuellement coagule par suite d'une coagulation d'un gel de collagene par 

10 un agent coagulant, soit se presente sous forme d'une membrane mixte 
comprenant une eponge de collagene sur laquelle a ete coule un gel de 
collagene, I'ensemble etant eventuellement reticule et la membrane etant 
obtenue par sechage par tout moyen de sechage approprie, en particulier par 
sechage a l'air ou par lyophilisation eventuellement suivie d'une 

15 compression, ladite membrane etant transparente et presentant 
eventuellement un taux de reticulation relativement faible pour permettre 
une vitesse de resorption relativement rapide. 

16. Membrane selon la revendication 15, caracterisee en cc qu'elle est 
telle que definie a 1'une quelconque des revendications 2 a 14. 



